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  摘要: 目的  对戊型肝炎暴发人群中 115例抗-HEV E2- IgM、IgG阳性感染者进行病毒 RNA检测和基因分型
研究, 探讨其临床意义。方法  对收集的暴发人群中 115例抗-HEV E2- IgM、IgG均阳性人员血清和 23例戊型肝
炎患者粪便标本, 采用通用引物进行逆转录-酶链聚合反应 ( RT-PCR )扩增戊型肝炎病毒Ñ 、Ô 型基因片段, 并进
行测序和同源进化分析。结果  从被检血清中扩增出 8例戊型肝炎病毒阳性 RNA基因片段, 阳性毒株之间核
苷酸同源性在 97. 3% ~ 100%之间, 进化树分析提示阳性毒株与戊型肝炎病毒基因Ô 型距离最近 ,与日本株和中
国原型株的同源性分别为 93. 3% ~ 95. 3%和 86. 7% ~ 87. 3% ; 粪便标本中未能检测到戊型肝炎病毒 RNA。结
论  本次急性戊型肝炎暴发流行由戊型肝炎病毒基因型Ô 型导致,暴发毒株与日本株有更近的亲缘关系; 高灵
敏度引物和取样时机是提高戊型肝炎病毒 RNA检出率的前提。
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  戊型肝炎病毒 ( hepatitis E v irus, HEV )是引























例 26~ 30 d后采集的血清以及 23例住院患者的
粪便标本
[ 2]
, 血清及粪便标本分装后 - 80e 保存
待检。
二、试剂与方法
1. 血清抗-HEV E2-IgM、IgG检测  采用酶
联免疫吸附试验 ( ELISA )试剂 (北京万泰生物药
业提供 ) , 操作严格按试剂盒说明书并由专人进
行。





多的简并碱基,将引物 E4分成 2条设计,这 2条
引物位置相同,但针对的变异株不同,前 1条主要
针对基因 Ñ型, 后 1条主要针对基因 Ô 型。使用
时将这 2条引物等量混合作为巢式-PCR的内侧
反向引物。
表 1 HEV RT-PCR引物
引物 序列# 位置*
E1 CTGTTTAAYCTTGCTGACAC 6260~ 6279n t
E2 GACAGAATTGATTTCGTCG 6298~ 6316n t
E4-1 TGTTGGTTRTCATAATCCTG 6486~ 6467n t
E4-4 TGCTGGTTATCGTAATCCTG 6486~ 6467n t
E5 WGARAGCCAAAGCACATC 6568~ 6551n t
  注: #为 Y= C /T, R = A /G, W = A /T; * 为缅甸株基因组位
置 ( GeneB ank受理号: D10330)
3. RT-PCR检测血清和粪便 HEV RNA  取
250LL血清, 用 Trizo l试剂 ( GIBCO公司 )按其操
作说明提取血清病毒 RNA, 20LL体积反转录。
粪便用 PBS( 20mM, pH7. 2)制成 10% ( w /v)的粪
悬液上清, 按照 Q IAamp v ira lRNA k it(Q IAGEN产
品 )试剂盒操作说明抽提病毒 RNA。 E引物反转
录 PCR程序为: 用 E5作反转录引物, AMV反转
录酶 ( P romega产品 ) 42e 反转录 40m in。第一轮
PCR引物为 E1、E5, 反转录模板加 2LL, DNA聚
合酶 ( P romega产品 ) 2U, 4 @ dNTPs ( Prom ega产
品 ) 100Lmo l/L, 总体积为 20LL; 94e 预变性
5m in; 94e 变性 30s, 53e 复性 30s, 72e 延伸 40s,
35个循环; 72e 延伸 5m in。第二轮 PCR引物为
E2、E4, 加 2LL第一轮产物为模板, 总体积为
20LL; 94e 预变性 5m in; 94e 变性 30s, 53e 复性




4. 同源性分析与进化树生成  同源性分析
参比的 10株 HEV均引自基因库, 其基因录入号
分别为Ñ型的缅甸株 (M 73218、D10330)、中国新
疆株 ( D11092 )、印度株 ( X98292 )、巴基斯坦株
(M 80581);基因 Ò 型的墨西哥株 (M 74506); 基因
Ó型的美国株 ( AF060668、AF060669) ;基因 Ô型
的中国原型株 ( A J272108)、日本株 ( AB074915)。
各序列采用 M egA lign ( Lasergene软件包, Dnastar
Inc. )进行同源列队。同源队列用 MEGA软件包
中的 Ne ighbor-Joining法 ( K imura-2-param eter模
型 )生成进化树, 并用 Boo tstrap法 ( Replication值











为 99. 89%。抗-HEV E2-IgM在暴发人群 1 675
例中检出 145例,阳性率为 8. 66%, 显著高于对
照人群的阳性率 0. 11% (P < 0. 001) ;抗-HEV E2-
IgG在暴发人群中检出率为 38. 4% , 显著高于对
照人群的阳性率 28. 6% (P< 0. 001)。
二. 抗-HEV E2-IgM、IgG阳性 115例血清的
RT-PCR检测结果  
检测扩增出 8例 HEV RNA阳性 [ ( 1) TD9;
( 2) TD34; ( 3) TD52; ( 4) TD70; ( 5 ) TD100; ( 6)
TD105; ( 7) TD358; ( 8) TD367] ,阳性率为 6. 96%
(扩增片段测序结果见图 1); 进化树及同源性分
析表明本研究中检测到的 8例 HEV RNA均属于
HEV基因型 Ô型,各毒株之间同源性为 97. 3% ~
100% ; 8 例 HEV RNA 毒株与日本株 [ ( 9 )
AB074915) ]和中国原型株 [ ( 10) A J272108]的同
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源性分别为 93. 3% ~ 95. 3%和 86. 7% ~ 89. 3%
(扩增片段与参比株进化树分析结果见图 2、图 3。
粪便样本中未检测到 HEV RNA。
    1. GCTGGTGGCCAGTTGTTTTATTC,ATGCCCAGCAGGATAAGGGGATTGCTATCCCACATGATATCGATCTTG, TTGTTATT
  2. GCTGGTGGCCAGTTGTTTTATTC,ATGCCCAGCAGGACAAGGGGATTGCTATCCCACATGATATTGATCTTG, TTGTTATC
  3. GCTGGTGGCCAGTTGTTTTATTC,ATGCCCAGCAGGATAAGGGGATTGCTATCCCACATGATATCGATCTTG, TTGTTATT
  4. GCTGGTGGCCAGTTGTTTTATTC,ATGCCCAGCAGGACAAGGGGATTGCTATCCCACATGATATTGATCTTG, TTGTTATC
  5. GCTGGTGGCCAGTTGTTTTATTC,ATGCCCAGCAGGACAAGGGGATTGCTATCCCACATGATATTGATCTTG, TTGTTATC
  6. GCTGGTGGCCAGTTGTTCTATTC,ATGCCCAGCAGGATAAGGGGATTGCTATCCCACATGATATTGATCTTG, TCGTTATC
  7. GCTGGTGGCCAGTTGTTTTATTC,ATGCC-AGCAGGACAAGGGGATTGCTATCCCACATGATATTGATCTTG, TTGTTATC
  8. GCTGGTGGCCAGTTGTTTTATTC,ATGCCCAGCAGGACAAGGGGATTGCTATCCCACATGATATTGATCTGG, TTGTTATC
  9. GCTGGTGGCCAGTTGTTTTACTC,ATGCTCAGCAGGACAAGGGTATAGCTATTCCACATGATATTGATCTTG, TTGTTATC
  10. GCAGGGGGTCAGTTATTCTACTC,ACGCTCAGCAGGACAAGGGTGTAGCTATTCCACATGATATTGACCTTG,TGGTTATT
注: 1. TD9; 2. TD34; 3. TD52; 4. TD70; 5. TD100; 6. TD105; 7. TD358; 8. TD367; 9. AB074915; 10. A J272108
图 1 8例阳性 HEV毒株 RNA扩增片段测序结果










本次 HE暴发调查的 2组人群的抗-HEV E2-IgM









分别为 ( 1)基因 Ñ型, 即亚洲-非洲型。以缅甸株
原型为代表,包括东南亚及中亚的巴基斯坦株、中
国的新疆株以及印度株、吉尔吉斯坦株和非洲株,
80年代我国新疆 HE大流行就属基因 Ñ型 [ 1] , 基
因 Ñ型相对来说最为保守, 其各株之间的核苷酸
同源性为 92. 0% ~ 98. 8% ; ( 2)基因 Ò 型, 即墨西
哥型, 代表株为墨西哥株,还包括纳米比亚株、尼
日利亚株, 3者间的同源性为 80% ~ 90% ; ( 3)基
因 Ó型,从美国、部分欧洲国家急性 HE患者中分
离的 HEV株为基因Ó 型,包括美国株 ( AF060668
、AF060669)和美国猪 HEV分离株 ( AF011921 ),
Sch lauder等
[ 6]
将 2001年前发表的基因 Ó 型序列






型原型株 (中国变异株 )的同源性 < 90%。4个基
因型间的 HEV序列同源性均 < 81%, 各基因型









5c端和 ORF2中部这 2个保守区域。Meng等 [ 8]
于缅甸株 5687~ 6319nt的位置设计了一套巢式-
PCR ( nes-t PCR)引物, 并于美国猪中分离出首株
动物源性 HEV RNA。W ang等
[ 9]
用该引物于中国
家畜中检出多株 HEV RNA, Li等
[ 10]
用该引物分










计的一套以 Ñ、Ô 型为主兼顾 Ò 、Ó 型的通用引





与 E引物扩增片段几近相同的 148bp的 ORF2片





























在发病 20d内, 粪便 HEV RNA阳性占散
发性 HE患者的 96. 2% , 我们的研究中因粪便样
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5检验医学6 (原5上海医学检验杂志 6 )为上海市卫生局主管、上海市临床检验中心主办的国内外公




新颖的自动化仪器及试剂,各种技术的日臻完善,加之小型化、简单化和即时检验 ( POCT)的发展, 不断满
足对患者快速诊断和自我诊断的需求,检验医学的发展使之成为临床医学中不可或缺的重要学科。为了
更广泛深入地传播检验医学新知识和现代信息, 本刊于 2004年起, 将5上海医学检验杂志 6更名为 5检验
医学6。本刊栏目现设有临床微生物学、临床生物化学、临床免疫学、临床血液与检验学、分子生物学、实
验室管理等专业的论著、论著摘要、讲座、综述、会议 (座谈 )纪要、经验交流、国内外学术动态、教学园地、
新技术和新方法等。从 1999年起本刊还开设 /专题0栏目, 其内容新, 信息量大, 深受国内检验医学同道
的好评。
近年来,承蒙全国检验界同道关心和厚爱,在杂志编委会及编辑部全体同仁共同努力下,杂志面貌有
了较大改观,内在质量也不断提高。本刊刊号为 CN31-1915 /R,价格定为每册 11元,全年订阅为 132元。
自本刊不定期以专栏形式刊登读者关心的各检验专业的 /热点 0文章以来,全国同行评价颇高, 为此明年
将继续保留 /专栏 0特色,以增加刊物的学术性和可读性。同时为满足全国检验医学工作者充实基础理论
知识、促进检验医学水平、提高教学和科研质量的需求, 2009年将继续开设继续教育 ( Ñ类学分 ), 请留意
本刊明年第 3期。
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